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論文内容の要旨
[目的]
癌の進展に関わるのはただ単に細胞の増殖だけではなく，癌浸潤，癌転移は治療に対する 1 つの大きな障害となっ
ている。したがって浸潤の予防と抑制は癌治療の新しい指針となってきている。浸潤の機序を解明し，その抑制剤を
検索するため， in vitro で浸潤能を測定できるモデルを開発した。このモデルではラットの中皮細胞を単層培養し，そ
の上にラットの腹水肝癌を重層培養して浸潤能を測定するが，培養液には10%の胎仔血清 (FCS) が加えられている。
血清を除くと浸潤は認められないが，再度血清を加えるとすぐに浸潤が開始される。血清に含まれている多種の生物
活性物質が細胞表面にある受容体に結合すると初期の変化として細胞のイオン輸送の変化が観察され，この変化を抑
制すると生物活性も抑制されることが報告されている。本論文では浸潤における細胞内情報伝達を知り，新しい抗浸
潤薬を探索するためにラット腹水肝癌 (AH 細胞)の細胞内 pH (pHi)および細胞内カルシウムイオン ([Ca2+ J i)に
対する血清の効果を調べた。また癌の浸潤に対するアミロライドとその構造類似体の効果を調べた。
[方法ならびに成績]
ラット腹水肝癌 AH130 (AH 細胞)は Eagle'sminimum essential medium に 10% FCS を加えた培養液にて培養し
た。低浸潤株 W1 は AH 細胞から限界希釈法により分離された。高浸潤株 MM1 は AH 細胞から軟寒天法にて分離さ
れた。
W1 または MM1 の pHi は細胞内に取り込ませた BCECF の蛍光強度で，また [Ca2+J i は細胞内に取り込ませた
fura-2の蛍光強度で計測した。
浸潤能の測定はラットの腸間膜より採取した中皮細胞を単層培養し (M 細胞層)，その上に W1 または MM1 細胞を
蒔いて培養し， M 細胞層下に侵入した細胞とコロニー数を位相差顕微鏡を用いて数えて浸潤能とした。
HEPES-glucose 液 (pH 7.4) に浮遊した MM1 と W1 の pHi はともに7.40であったが， FCS を MM1 ~こ加えると，
5 分間で0.12上昇した。しかし W1 ではこの効果は MM1 の 4 分の l 程度であった。アミロライドを FCS とともに加
えると MM1 の pHi の上昇は認められなかった。また FCS 添加後 7 分でアミロライドを加えた場合は MM1 のその後
の pHi の上昇は完全に抑制された。
[Ca2+ ] i は pHi に反応して変化することが知られている。 FCS の添加による MM1 の [Ca2 +Ji の変化を測定したが，
変化の度合いが小さいため， in vitro 浸潤の誘発において FCS と同程度以上の効果を持つリゾフォスファチジン酸
(LPA) を添加し [Ca2+ Ji の変化を追跡した。 LPA 投与後48秒で鋭い上昇があり，その後ゆっくりとした下降が認め
られた( [Ca 2つ i spike) 。この現象は W1 では認められなかった。グアネチヂンはこの [Ca2+] i spike を濃度依存性に
抑制した(IC50=1111M) 。
浸潤に対するグアニジン誘導体であるアミロライド，グアネチヂン， トリアムテレンの効果を検討した。 3 薬剤と
も MM1 の M 細胞層への浸、潤を濃度依存性に抑制した。アミロライドは浸潤測定時間 (20時間)内で増殖を抑制しな
かった。しかしさらに72時間まで調べると増殖抑制を示した。このことより浸潤における細胞内情報伝達経路は細胞増
殖の経路と部分的に同一であることが推察された。
[総括]
グアニジウム基をもっアミロライド，グアネチヂン， トリアムテレンの 3 薬剤についてラット腹水肝癌 (AH 細胞)
の浸潤抑制作用を調べた。浸潤能の測定はラットの初代培養中皮細胞層上に AH 細胞を重層培養し， AH 細胞が中皮
細胞層下に進入して形成されるコロニー数を測定する浸潤モデル系を使用した。これら 3 薬剤は濃度依存性に浸潤抑
制効果を示した。この系では血清無しでは浸潤は認められない。血清を AH 細胞の高浸潤株 MM1 に添加することに
より，細胞内 pH (pHi) の上昇，遊離カルシウムイオンの一過性の上昇([Ca2+ ] i spike) がみられるが，低浸潤株 Wl
ではこれらイオン変化はほとんど認められなかった。アミロライドは血清による MMl の pHi の上昇を濃度依存的に
抑制した。またグアネチヂンは [Ca2 +Ji spike を濃度依存的に抑制した。この浸潤系において血清は癌浸潤を誘導する
が，この作用は NaLH+ 交換やカルシウムイオン交換に関わる細胞内情報伝達を賦活することにより，また，グアニ
ジウム基をもっアミロライド，グアネチヂン， トリアムテレンの 3 薬剤はこの作用を抑えることにより，浸潤を抑制
すると考えられた。
論文審査の結果の要旨
本研究は癌浸潤の機序を解明し，その抑制剤を検索するため， in vitro で浸潤能を測定できるモデルを用いて癌細胞
内の pH 及び遊離カルシウムイオン濃度の変化を解析した。このモデルはラットの中皮細胞を単層培養し，その上にラ
ットの腹水肝癌 (AH 細胞)を重層培養して浸潤能を測定するが，培養液中に血清あるいはリゾフォスファチジン酸な
どの添加が必要とされる。これらを AH 細胞の高浸潤株に添加すると，細胞内 pH の上昇，遊離カルシウムイオン濃
度の一過性の上昇が認められるが，低浸潤株ではこれらイオン濃度変化はほとんど認められなし」またこれらのイオ
ン濃度変化を濃度依存性に抑制するグアニジン誘導体であるアミロライド，グアネチヂン. トリアムテレンの 3 薬剤
が同時に浸潤を抑制することから，浸潤に伴って細胞内 pH や遊離カルシウム，イオン濃度の一過性変化が誘起される
ことが示唆された。
上記の研究結呆は培養液に含まれている血清による癌浸潤の誘導が，水素イオン交換やカルシウムイオン交換に関
わる細胞内情報伝達を賦活することにより起こること，またこれを抑制する薬剤を検索することにより新たな抗癌剤
を発見する可能性を見出したということで非常に価値ある業績であり，学位に値するものと考えられる。
